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Projekt: Ontwikkeling methoden voor het aantonen en bepalen van dier-
geneesmiddelen op niet microbiologische wijze 
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Doel: 
Het ontwikkelen van een methode voor de bepaling van dapson, monoace-
tyldapson en diacetyldapson in bloed, serum en melk met behulp van 
hogedrukvloeistofchromatografie. 
Samenvatting: 
Er zijn methoden ont\olikkeld voor de analyse van dapson, monoacetyldap-
son en diacetyldapson in bloed en boerderijmelk. Na clean-up met 
behulp van Extrelutkolomruen volgt analyse met !socratische reversed 
phase HPLC. 
Conclusie: 
De ontwikkelde methode voor bloed bleek te voldoen op een niveau 
tussen 0,1 en 100 ~g/ml. De onderste grens van aantoonbaarheid 
bedraagt 0,05 ~g/ml. Voor melk ligt het toepassingsgebied tussen 
10 ~g/1 en 10 mg/1. De onderste grens van aantoonbaarheid bedraagt 5 
Jlg/1. Voor zowel bloed en melk bedroeg de recovery ca. 95%. 
Verantwoordelijk: drs M.M.L. Aerts 
Hederwerker/Samensteller: lol.H.J. Beek lv r3 . 
Projektleider: drs H.M.L. Aerts ~ , 
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1. Inleiding 
Dapson (diamino- difenyls ulfon) behoort tot de groep van sulfonen die 
zowel in de humane geneeskunde (lepra) alsook in de veterinaire prak-
tijk wordt toegepast. 
In het kader van het farmacakinetische en toxicologische onderzoek van 
dapson bij melkgevende runderen (pr.nr. 404.0840) was het nodig analy-
semethoden te ontwikkelen voor dapson en zijn twee metabolieten mono-
en diacetyldapson in melk en bloed. 
In de literatuur zijn voor de analyse van dapson en zijn tlo~ee metabo-
lieten in plasma zowel HPLC alsook microbiologische methoden beschre-
ven. 
Vansant et al. (lit. 2 ), Jones et al . (lit. 7), Mannan et al. (lit . 8) 
beschrijven methoden voor de analyse van dapson, mono- en diacetyldap-
son in plasma tot op een niveau van 5 ng/ml. 
Hierbij wordt na extraktie van de stoffen uit bloed geanalyseerd met 
behulp van HPLC. 
Zuiderna et al. (lit. 1) beschrijft eveneens een HPLC methode maar 
hierbij wordt dapson vrij gemaakt door de eiwitten neer te slaan met 
perchloorzuur. 
Verhoeven (lit. 11) voert dit ook uit met sulfonamiden. 
Voor de bepaling van dapson in melk l-Tordt door Ziv et aL (li t . 4) 
gebruik gemaakt van microbiologische methoden. 
Van Gend et al . (lit. 12) bepaalt dapson en zijn metabolieten met 
behulp van FAST-LC. Chemiscl1e analysemethoden voor dapson in melk wor-
den weinig beschreven. 
Daarentegen zijn voor sulfonamiden in melk enkele spectroscopische 
methoden beschreven (lit. 9, 10). 
Het doel van het onderzoek is een methode op te zetten welke l~t moge-
lijk maakt dapson, mono- en diacetyldapson in bloed en melk te bepalen. 
Hierbij dient gebruik te worden gemaakt van !socratische HPLC als ana-
lysetechniek. 
2 . Structuurformule 
Dapson (DDS) 
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4,4-diaminodifenylsulfon 
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Handelsnaam Dapsone, Bovisone, Sandisone etc. 
De stof is goed oplosbaar in acetonitril, ethylacetaat en methanol. 
:Hatig oplosbaar in \olater. Het smeltpunt bedraagt 175-181 °C. 
De twee voornaamste metabolieten zijn monoacetyldapson (HADDS) en 
diacetyldapson (DADDS). 
0 0 
Hz N-o-~-oNH -C - CHJ (NADDS) 
0 0 0 
H3C - C - HN-ö-l --ö- NH - C - CH3 (DADDS) 
3 . Ont\vikkeling van een methode ter bepaling van dapson, monoacetyl-
dapson en diacetyldapson in bloed 
3.1 HPLC en UV detectie 
De "reversed phase" hogedrukvloeistofchromatografie is de meest 
aangewezen techniek. De scheiding van DDS, HADDS en DADDS is zoals in 
de literatuur ( lit. 7, 8, 2 ) al staat aangegeven niet problematisch. 
Op een ~ Bondapak C18 (300 * 3 ,9) kolom van Waters konden ze moeizaam 
worden gescheiden. 
Het eluens \va ter- methanol-ijsazijn dat door Vansant (lit. 2 ) in de 
verhouding 1000-300-25 werd toegepast voldeed niet erg goed. 
De binnen het RIKILT veel toegepaste Cp Spher C18 (250 * 4,6 mm) 10 ~ 
kolom werd geprobeerd. Hierop was een goede scheiding mogelijk met een 
eenvoudig eluens. De samenstelling lo~ater-acetonitril 800-200 voldeed 
uitstekend bij een eluenssnelheid van 2 ,0 ml/min. 
Ook op het cartridgesysteem van Chrompack Cp Spher (200 * 3) 7 ~ 
voldeed dit eluens bij een elutiesnelheid van 0,8 ml/min. Andere meng-
verhoudingen gaven slechtere scheidingen (overlapping etc. ). 
De metingen werden uitgevoerd door gebruik te maken van een UV detec-
tor bij 254 nm. 
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Dit is niet de ideale absorptiegolflengte. Het een diode array detec-
tor (HP 1040 A) ~o~erd de maximale absorptie bepaald. Deze bedroeg voor 
DDS 292 nm, MADDS 290 nm en voor DADDS 284 nm. 
De instelling van de UV detector op 292 nm is acceptabel omdat de 
absorbtie maxima voor alle drie de stoffen niet op een scherpe piek 
liggen (bijlagen). 
3.2 Analyse 
Voor de analyse van bloed worden twee opwerkingaprocedures beschreven. 
Het neerslaan van de eiwitten met perchloorzuur waarna de oplossing 
geneutraliseerd wordt en geinjecteerd op de HPLC en extraktie van het 
bloed met een organisch oplosmiddel waarna na indampen hiervan en 
oplossen in eluens analyse volgt met HPLC. 
Blanco bloed werd gespiked op een niveau van 1-80 llg/ml aan DDS, NADDS 
en DADDS. Hierna \>Terd perchloorzuur toegevoegd na centr.ifugeren , een 
deel ervan geneutraliseerd met bicarbonaat en geinjecteerd op het HPLC 
systeem. 
Geen van de bloedmonsters bleek een van de drie stoffen te bevatten. 
Standaardoplossingen voorbewerkt volgens dezelfde procedure vertoonden 
wel een goede recovery zodat insluiting van de stoffen voor de hand 
ligt. Deze procedure voldoet dus niet. In plaats daarvan is een solid-
phase extractieprocedure toegepast, uitgaande van Extrelut-kolom-
metjes. Deze zijn enige jaren geleden beschreven door Breiter (lit. 3 , 
5). Hierbij brengt men het monster op een kolom gevuld met dit adsorb-
tiemateriaal (diatomeen aarde). Men laat het monster gedurende enige 
tijd intrekken en elueert hierna de te bepalen stoffen van de kolom 
met een organisch oplosmiddel. Gespiked bloed werd op een Extrelut 3 
kolom (max. 3 ml) gebracht en geelueerd met dichloormethaan. De inge-
dampte fase opgelost in eluens en geinjecteerd. 
Resultaat was een lage wisselende recovery (20-70%). De aanbeveling 
om te verdunnen werd getest. 
Eênmaal verdunnen bracht geen verbetering. Experimenteel bleek dat bij 
een verdunning van 0,5 ml bloed met 3,0 ml water de juiste verhouding 
werd verkregen. Van dit mengsel werd 2,0 ml op de Extrelut gebracht en 
geelueerd met 15 ml dichloormethaan. 
De organische fase ~o~erd ingedampt en opgelost in 0,5 ml eluens en 
hierna geinjecteerd op de HPLC. Het resultaat was voor DDS, HADDS en 
DADDS een recove ry van ca. 95% (bijlage). 
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4. Ontwikkelen van een methode ter bepaling van dapson, monoacetyl-
dapson en diacetyldapson in melk 
4.1 HPLC 
Voor de analyse met HPLC ~~erd uitgegaan van hetzelfde systeem als bij 
bloed. 
4.2 Analyse in boerderijmelk 
Op grond van de positieve bevindingen bij de analyse van bloed werd 
ook getracht hetzelfde uit te voeren met melk. 
Ook nu voldeed de methode niet als men onverdunde boerderijmelk op een 
Extrelut (20 rul) bracht. Verdunning van het monster leek dus de meest 
voor de hand liggende methode. Eénmaal verdunnen bleek niet voldoende. 
Pas toen 5,0 ml boerderijmelk werd gemengd met 20,0 ml water en hier-
van 15,0 ml op de Extrelut (20 ml model) gebracht bleek na elutie met 
dichloormethaan de recovery voor DDS , HADDS en DADDS 95%-100% te 
bedragen (bijlagen). 
5 . Eh~itbinding 
Voor de bepaling van de eiwitbinding in bloed voor dapson en zijn t~~ee 
metabolieten werden bekende hoeveelheden toegevoegd aan plasma. 
Na 3 dagen te hebben laten staan bij 37°C werden de monsters geanaly-
seerd met extrelutmethode en ook door ze te filtreren door een ultra-
filtratie unit (eiwitbindend) en daarna te analyseren. Het bleek dat 
bij de extrelutmethode alles werd teruggevonden (> 95% recovery) en de 
ultrafiltratie maar 6-9% . 
Hieruit bleek dat met de Extr.elutmethode zowel eiwitgebonden als vrije 
dapson, monoacetyldapson en diacetyldapson gemeten werden. Deze metho-
diek ~~erd ook gevolgd voor boerderijmelk. Hierbij werden vreemde ~~aar­
des gevonden. Dit is waarschijnlijk te wijten aan de verzuring van de 
melk tijdens de incubatieperiode. 
De gevolgde procedure was niet toepasbaar voor melk. 
De procedure dient herhaald te worden door gespikete-melk te bewaren 
bij 6°C en de melk te conserveren met b.v . natrium-azide. 
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6. Deglucuronidering 
Voor de bepaling van de hoeveelheid als glucuronidevorm aanwezige dap-
son en monoacetyldapson moet aan praktijkmonsters glucuronidase/ 
arylsulfatase worden toegevoegd. 
Na incubatie (1 2 h) met het enzym dienen de monsters dan nogmaals te 
worden gemeten (lit. 6). 
7. Conclusie 
De ontwikkelde methode voor bloed bleek te voldoen op een niveau 
tussen 0,1 en 100 ~g/ml. 
De onderste grens van aantoonbaarheid bedraagt 0,05 ~g/ml. Voor melk 
ligt het toepassingsgebied tussen 10 ~g/1 en 10 rug/1. De onderste 
grens van aantoonbaarheid bedraagt 5 ~g/1. Voor zowel bloed en melk 
bedroeg de recovery ca. 95%. 
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Bijlagen: 
1. Analysevoorschrift dapson, monoacetyldapson en diacetyldapson in 
bloed. 
2. Analysevoorschrift dapson, monoacetyldapson en diacetyldapson in 
melk. 
3. Chroma tagram standaarden dapson, monoacetyldapson en diacetyldapson 
op Cp Spher C18. 
4. Absorptiespectra van dapson, monoacetyldapson en diacetyldapson. 
5. Recoveryproeven plasma. 
6. Recoveryproeven boerderijmelk. 
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INTERN ANALYSEVOORSCHRIFT NR. A 404 
le oplage (1985-02- 01) 
Bloed - Bepaling van dapson, monoacetyldapson en diacetyldapson - HPLC 
1. Doel en toeyassi~$ebie~ 
De bepaling is geschikt voor de gelijktijdige kwantitatieve analyse 
van dapson, monoacetyldapson en diacetyldapson in bloed, serum en 
plasma. 
De onderste grens van aantoonbaarheid bedraagt 0,05 ~g/ml (10 maal de 
ruis). Het toepassingsgebied ligt tussen 0,1 ~g/ml en 100 ~g/ml. 
Het terugvindingspercentage (recovery) van de methode voor dapson, 
monoacetyldapson en diacetyldapson bedraagt ca. 95%. 
2 .• Principe 
Bij eP.n bekend volume· monstermateriaal wordt water toegevoegd en 
gemengd. De waterige oplossing wordt op een Extrelut-kolom gebracht. 
Dapson, monoacetyldapson en diacetyldapson worden van de extrelut-
kolom geelueerd met behulp van dichloormethaan. 
De ·o~ganische , fase wordt verdampt tot er een droog restant wordt 
verkregen. Na oplossen van het restant in RPLC eluens . volgt analyse 
met behulp van !socratische "reversed phase" HPLC met UV detectie bij 
292 um. 
Met de methode 'wordt het totale, zowel vrij als ook eiwitgebonden dap-
son , monoacetyldapson en diacetyldapson in het materiaal bepaald. 
3. Reagentia 
Alle reagentia ~!enen van "pro analyse" kwaliteit te zijn of van een 
hogere kwaliteit indien vermeld. 
3.1 Millipare water. 
3.2 Acetonitril, Lichrosolv kwaliteit (b.v. Merck art. 30). 
3.3 Dichloonnethaan (b.vo Herck art. 6050). 
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3.4 Methdnol (b.v. Merck art. 6009). 
3. 5 RPLC eluens 
Meng 800 ml millipore water met 200 ml acetonitril (Lichrosolv). 
3.6 Extrelut kolommen (3 ml) (Merck art. 15372) met aan de onderzijde 
een naald~ 
3. 7 Ul t ra f il tra t: ie units (Amicon produkt no. 4104). 
3.8 Dapson standaardstof. 
3 .8o l Da pson standaardoplossingen 
\ole eg op O, 1 mg nauwkeurig 25 mg standaardstof af in een maatkolf van 
1-00 ml en los op in methanol, vul aan en meng (oplossing A). Breng 
10,0 ml van deze oplossing in een 100 ml maatkolf, vul aan met methanol 
en meng (oploss ing B)Q 
Breng 10,0 ml van oplonsing B in een 100 ml maatkolf, vul aan met 
methanol en meng (oplossing C)o 
Breng 10,0 m1 van oplossing C in een 100 ml maatkolf, vul aan met 
; 
methanol en meng (oplossing D). 
Bn~ng 10,0 ml van oplossing D in een 100 ml maatkolf, vul aan met 
methanol en meng (oplossing E)o 
Breng van oplossing A, B, C, D, en E preeles 2,0 ml in afzonderlijke 
cul tuurhuizen. Verdamp de methanol met behulp van een stikstofstroom 
e n los het residu op in pred.es 2,0 ml RPLC eluens ., 
De aldus verkregen standaardoplossingen bevatten 250 ~g/ml; 25 ~g/ml; 
2,5 ~g/ml; 0,25 }Jg/m:L; 0,02.5 }Jg/ml aan dapson ten behoeve van HPLC. 
3.9 Monoace tyldapson s tandaardstof 
3. 9 ., 1 Monoace tyldapson standan.rdoplo:lsingen 
Weeg af en handel als bij dapson om 8tandaardoplossingen te verkrijgen 
met eenzelfde concentratie. 
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3.10 Diacetyldapson standaardstof 
3.10~1 Diacetyldapson standaardoplossingen 
Weeg af en handel als bij dapson om standaardoplossingen te verkrijgen 
met eenzelfde concentratie. 
3911 Sulfatase/glucuronidase (Sigma S-3009). 
3o12 Fos fAatbuffer pR 5,0 (1 Holair) 
Los 174,09 g dikaliumfosfaat op in 500 ml water en stel de pH in op 5,0 
met zoutzuur (6 N) o Vul hierna aan tot 1 liter en meng. 
3.13 Glucuronidaseoplossing (~ 40 mg/~1) 
Los 10 mg sulfatase/glucuronidase (3.11) op i n 250 ).Jl buffer pR 5,0. 
4. Apparatuur 
4.1 Vibro-fix (Ika). 
4.2 Centrifuge. 
4.3 HPLC opstelling voor !socratische "reversel phase" met een 
variabele golflengte. 
UV- detektor en een CP Spher C18 (250 x .4,6) 10 ).J kolom. 
Als voorkolom een Bondapak/Corasil Cl8 kolom (20 x 3,9) 37-50 ~· 
4.4 Normaal laboratorium glaswerk. 
5. Werkwijze 
5.1 Analyse monstermateriaal (0,5 ).Jg/ml - 100 ).Jg/ml) 
Pipetteer 0,5 ml monstermateriaa l in een cultuurhuis. Pipetteer hier-
bij 3,0 ml water en meng op een vortex menger gedurende 15 seconden. 
Pipetteer 2,0 ml van het mengo~l op de Extrelut-kolom en laat 15 minu-
ten in he t pakkingsmateri~al trekken. 
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Elueer . nu dapson, mono~cetyldapson en diacetyldapson van de extrelut 
met behulp van 15 rol dichloormethaan via de naald in een 25 ml buis 
met ingeslepen stop. 
Verdamp de organische fase onder een stikstofstroom tot droog. 
Lo s het restant op in precie s 0,5 ml HPLC eluens (gebruik een vortex 
mixer)o Injecteer 50 ~1 van deze oplossing in het HPLC systeemo 
5.2 Analyse monst ermateriaal (0,05 ~g/ml-0,5 ~g/ml) 
Pipetteer 0,5 ml monstermateriaal in een cultuurhuis. Pipetteer hier-
hij 3,0 ml water en meng op een vortex mixer gedurende 15 seconden. 
Pipet teer 3p ml van het mengsel op de Extrelut-kolom en laat 15 minu-
ten in het pakkingsmateriaal trekken. 
Elueer nu dapson, monoacetyldapson en diacetyldapson van de extrelut 
met: behulp van 15 ml dichloormethaan via de naald in een 25 ml buis 
met ingeslepen stopo 
Verdamp de organische fase onder een stikstofstroom tot droog. 
Los het restant op it1 precle,; 0, 25 ml HPLC eluens (gebruik een vortex 
mixer). Injecteer 100 ~1 v~n deze oplossing op het HPLC systeem. 
5o3 Ei~itbinding 
Breng 1 ml monstermateriaal in een ultrafiltratieunit (Amicon produkt 
nr. 4104) en centrifugeer net zolang totdat voldoende monstermateriaal 
is verkrege~·(2000 rpm). 
I njecteer het eiwitvrije monstermateriaal direkt in het HPLC systeem 
(iujectievolume 50 ~1). 
5.4 Deglucuronidering 
Breng 500 ~1 monstermateriaal in een buis van 25 ml. Voeg toe 500 ~1 
1 M fosfaatbuffer pH 5,0 en 10 ~1 sulfatase/glucuronidase (Sigma 
S-3009; ± 40 mg/ml in buffer) en meng het geheel. 
Sluit de buis af en zet ze 3 uur in een stoof bij 37vc. 
Ver.volg nu de analyse zoals stnat beschreven in 5.1 en houdt r ekening 
met de verdunning. 
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6. HPLC opstelling 
Kolommen 
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Analytische kolom: CP Spher C18 (250 x 4,6 mm) 
10 ~ (Chrompack) 
Voorkolom Bondapak C18 (~20 x 3, 9 mm) 
37-50 ~ (Waters) 
Eluens 
Eluensc;nelheid 
Detectie 
Injectievolume 
Retentietijd 
7. Jli. tvoedng 
Water-acetonitril 800-200. 
2,0 ml/min. 
UV 292 nm. 
50 of 100 ~1. 
tussen 10-16 minuten. 
Breng 50 of 100 ~1 van de .verkregen monsteroplossing in het HPLC 
~ysteem en vergelijk de pieken met die, die met ~ên van de standaard~ 
oplossingen wordt verkregen. Bereken het gehalte in ~g/ml aan dapson, 
monoacetyldapson en diacetyldapson in het monster (let op de ver-
dunn~ng van het monster) • 
8 • .9.Emerkingen 
8.1 Voor recoveryproe~en dient men van de standaardoplossingen in 
methanol een bekende hoeveelheid te pipetteren in een buis en af te 
dampen met behulp van stikstof.. 
Hierna bloed, plasma etc. in de buis brengen en de analyse volgen 
zoals staat beschreven. 
Bij elke serie dient steedo een blanco monster en een blanco monster 
met toevoeging van dapson, monoacetyldapson en diacetyldapson meegeno-
men te worden. 
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Melk - Bepaling van dapson, mono-a cetyldapson en diace tylda pson - HPLC 
I ~ • I :I I I \ :. ,., [... ~ . : .) • :.) -;, ( 
1. Doel en toepassingsgebied 
De bepaling is geschikt v_o.o,r d~ ~~anq.tat.~ev~ .al)al>;_se.:Ran d~pson, 
monoacetyldapson en dia cet yldapson in m~gere melk, volle melk en boer-
derijmelk. 
De onderste grens va n aantoonbaa r heid bedraagt 5 ~g/ml. He t toe pus-
singsgebied ligt tussen 10 }.lg/mL .. ~JrAQ.,JD_g/ml. -.. ,, .1 ·;Je :·r·. ··r;: .û ~ - \, l 
Het terugvindingapercentage ·,( r_ij!CO~~ r:y) van de m~thode ~oor1 d~p~_op. , 
monoacetyldapson en atacetyldapsot bedraagt ca . 95%. . ~~~ 
I I • • 
, .. . 
: t' \ t ~ ' • : . , (~ 
2. Principe • ,· 'i ~1! ' I ·. ' • ! I t • • , .... l ~- ·) '.' ' ~ ~- : j .: 'll 
Bij een bekend volume monsterm~teriaal, ~ord~ . water toegevoegd .en ge-
• I J ~ • , J ' • I 
mengd . De waterige oplossing wordt ~p een E~trelut-kol9m gebr;ac_ht. 
Dapson, monoacetyldapson en d;iace tylda pson worden van de extrelutkol ofll 
I • , I ', • \ I ,_I • .J, 
geiHueerd, met behulp van dichloot'JD,~ t~f~n . :, .-. .. :. ·· ' :; .cf .J r; 111 
De organische fa!ie, wor~t v_~rd~pt . ,tot . ~;r een .. droog r~~tan~, W?F) ._ ver-
kregen. Na oplossen van het restant· in HPLC . e;I.uens volgt a~fllY.~~ J me t 
. '. 
behulp van isocratis~he "reversed, p':tase" RPLC met UV-detekt i E' .b,i. j 
. i . -~ \ . 
292 nm. . : .... •' :. ~· .. . . ~ o 
Met de methode wordt het totale,. z,ow~l vrij alsook eiwit gebonde_!l , 
aan dapson, monoacetyldapsq~ .,-~n _qi~c~ty.~~apson in het mater.iaal, be-
paald. (.' . . ... ~.~ .. . . I ' • •• 
3 . Reagenti~ 
. ·' ... . , ~ .... 
Alle reagentia dienen van "pro analyse " kwaliteit te zijn of van. een 
hogere kwaliteit indien vermeld. 
3 .1 Millipore wa t :er ,•. 
' (. :' J j • · ; :·~ 
'~ .J I - .'.) .. 
3.2 Acetoni t ril, Lichrosolv kwaliteit (b .v . Merck art. 30). 
424 . 1 - 2 - ,, 
- 2 -
3.4 Methanol (b.v. Me~ck art. 6009) •. 
1 ' o' ', ' I • 1 I ., .. 
. .. _ .3.•.5 HPLC-elu~ns. 
. ~. 
, · .. ' 
IJ• :' 
\ .. .. -~ 
Meng 800 wl milli pare water met 200 ml acetonitril (Lichrosolv). 
I 
J ~ 6 Extrel ut-·kolorumen (20 ntl) (Herck art. 11737) . 
•• I • -', •: I • r ·,,, • ; J f l. ... I • ! t 0 
3.7 Dapson standaardstof. 
',,· , 
\ 
. , , '•:i• 
. .. .;. 
: ' ! ' '• 
(\ • I • I I ·: • • : • j '.,.· \ . : -: : 
3.7 .1 Dapson standaard~plos~'iûgeu·. ·· '" · . ~~ ,;<,, :· tf." i 
.. , . 
' . . 
·. 'Wê. eg· op 0,1 rug nauwkeurig ' 25 ink' s'ttindaa.'rcls 'to'f af 'fn éen maatkolf van 
100 ml en los Öp in ·methan~l ; 1 vûl a~n en me'n·g 1(oplossing A)'. , ,. 
Breng 10,0 ml van deze oplossing in een 100 ml maatkolf, vul aan met 
methan~l en meng (oplossing B). 
·· · ,. hceng 10,0 ml van 'oploss ing! B· 'in 'een· too' ml maatkolf', vul aan met 
· 'ine.thanol en meng '(oplos sing C) • 
.. )~ -· -'b r.-en'g'· l'O,O rul van oplossing C in een' 100 ml maa.tkolf, vul aan met 
• . I ", ol 1 '; (. I '., l 
me thanol en meng (oplossfng ·o) •· · 
- · • . ·'
1 Df~ng· 10 ',0 'Uil van oplos sing If-i ri·· é·ètt ·100 ~1 'niliatkolf, vul aan met 
·; r: D.n{e thatwl en meng (oplosslng· E) · •• ; · ' ' ., · · ' 
~~~n~ van oplossing A, B; c~ · b ~n E p~ecies .:2,0 : ml in afzonderlijke 
cultuurhuizen. Verdamp de methanol met behulp van een stikstofstroom 
/ 
•'è t. lós · het residu op in pre·clé s 2, 0 ml HPI..C eluens. 
· ··· oe· tildus verkregen standaardopldssihgen bevatteil 250 ~g/ml; 25 ~g/ml; 
2,5 ~g/ml; 0,25 ~g/ml: 0,025 ~g/ml aan daps on ten behoeve van HPLC . 
3.8 Monoacetyldapson standaardstof (verkregen via dr Eggelte of via 
f i !:O·; syitthese)'. ., I' 
• I . ~ • ·· 
3.8.1 Monoacetyldapson standaardoplossingen. 
Weeg af en handel als bij dapson om standaardopfossinge n t e verkrij-
gen me t eenzelfde concent~atie. 
j '. l: ·.'. .; '· . · ·,t J.• · · ' 
- 3 -
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.. .'3 • 9 D1:áce tyldapsontf&f.:lnd-'lard;3 t o.f,1t( ve~k;"t'egen!<v1a •ar..: :T ;. Egge! t s: ;o.f) via 
synthese). • • 'I -~ >.S ·. 
r ~- (; ; .. ', · : : •. ., .. I I .·.I 
3.9.1 Diacetyldapson standaardoplossingen. 
Weeg af en handel alo bij dapson om standaardopl·<:>ss ·ing_~I} .- ·~a ;i·~rk);ijgen 
met eenzelfde concentratie. 
4. Apparatuur 
4.1 Vibro-fix (!ka). 
4.2 Centrifuge. 
I ./J ~ . ...;,' ;, 
4.3 HPLC-opstelling voor isocratinche "re'versed· phase1'· -meti· :'eert. 1 j 
variabele golflengte UV-detektor. :ens tren Cp'. Spher C18 (2·50~ .x •.4~t)j)'l l0 ll 
kolom. 
Als voorkolom een Bondapak/Corasil C18 (20 x 3,9) 37-50 ~ ~: !~ . 
. . : : 
,, 
· 4.4 :!:\ormaal ·laboratoriUIDglaswerk.- . 
5. Werkwijze· ; : . :: ) 
' l .. !; !":.1 \ ·:: .. 
( ; .·· , .... ~ . 
··'· 
.,, 
.. 
}. .. 
' ..  ' . , ' "' ·. ' 
F ; 1 ' ·: J I l ' . ; I l \ l ~ ~ ' t 1:, : j 
5.1 Analyse monstermaterinal (0,5 llg/ml- 100 l!g/ml). 
Pipetteer 5,0 ml melk in een buis van 25 ml met ingeslep~n stop.:' 
/ 
Pipetteer hierbij 20,0 ml water en ·meng het geheel. 
Pipe tteer .15 ,0 ·ml van het ·mengsel ·op; 'de .goe d gepakte Extrelut-k~om en 
laat .20-30 minuten in het · pa,kkingsmat'er.d.aal· trekken. ; 1 , I '. i' 
Elueer nu dapson, monoacetyldapson~O' rdiacetyldapson van de exttelut 
met behulp. van 40 .ml .. -d·i .chloorme thaE\n via : de naald in een 25 ml. Jbuis 
met ingeslepen stop. 't t t '4 
Verdamp de organische fase onder een stikstofstroom tot er een olie-
achtig reRtant :.w.o.rdt" ·,•verkregen., Voeg -:nu · aan het restant 3 nr.J. me thanol 
en verdamp opnieuw onder de stikstofstroom. Herhaal het nogmaals . 
Los het droge residu op in precies 0,5 ml HPLC eluens. 
Voeg toe 2 ml isooctaan en schud het geheel 30 seconden. 
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•' .i:· C <? ntrifug~~r -nu ·t5 minuten :(ca·.--; _800'>rpm), ecJ f~ltreer '.de onde1.·staande 
laag door. e~n 0,45 ~m HV filter (klein dood volume) . 
Injecteeï~ 50 l!l van deze oplossing il). het HPLC systeem. 
I ._ ? . , ~ ,, . • I ' t •• · . . : 
Kolommen: 
Analytische kolom: Cp Spher Cl8 (250 x L1 ,6 mm) 
10 ~ (Chrompack) 
Voorkolurn 
Eluen::~ 
Eluo.nssnelheid 
!njekt iev.)lume 
•! :J : R~.tentht1jd , · 
7. Uitvoering 
Bondapa.k Cl8 (3 20 x 3, 9 m.m) 
37-50 ll (Wat~rs) 
water-acetonitr.il 800- 200 
2,0 ml/min 
UV 292 nm 
5f) ·l!l ' .'1 ; :, 
:· .. 10-16 u,i.,uten. • 
•, 
11 
t ) I 
0 
;" 
·\ . } . .. 
Breng 50 l!l van de verkregen monsteroplossing in het HPLC systeem en 
vergelijk de pieken met die, die met · één -van de standaardoplossingen 
wordt verkregen. 
Berek Jn het gehalte in l!g/ml aan dapson, monoacetyldapson _en diacetyl-
dapson in het monster (let op de verdunning van het monster). 
:' -, , , " r . , J! • 
8 .1! ·Opmer!<ingen • ~ 1 ,., ' ' r,. ') ;.~ i : I ' ' "' 
i 
er ;~ ~ ~( .. -J . 1 · Voor recovery proeven dient men. VéHl de standnardoplossin~;:> n in 
methanol een bekend~ hoe~eelheid t~r pipetteren in een buia en af te 
J ; ' dampen-·met behulp van stikstof. . : . · . . 
' i •Hier.nà melk in de buis ·brex.gen en .de analyoe 'volgen zoals staat he-
schreven. 
•:3 . ..: ... l
' . . 
. .: .>'· · 8 . 2 Bi.j magere melk ia ' het:·rruogclijk zonder verduuniug de analy-se uit 
·t"e :voeren. j \, t -- : l) :, ~ :; l :·, I :· 1 I L' 
r: ;, '· 
' 
- '. 
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200*3 
DB: 51 
125. D ( 9D. 7) 
lDi. 
A: 3, D Set 
. ,. 
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1 • 210, -4 
2 • 244, 4 
3 • 25-4, 4 
4 • 260, 4 
5 • 280, 4 
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8 • 550, 100 
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..:r- Spectrum [mi nJ : 10. 2188 13. 1162 17. 6517 
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~ g O % _ Absorbance [mAUJ ( [nmJ) : 156. 0 (292/ 2) 61. 6 (290/ 2) 57. 4 (284/ 2) 
/ .~ · 
[mAUJ I I .···· \ 
I \ 
.··· /j \ 
.···· ; \ 
.···· ; \ 
.···· ; \ 
/ \ 
"---- .... 0 
- 10 . 0 +-~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 
22 
Wave 1 ength [nmJ 

Bijlage 5 
Boerderijmelk 
Recovery 
% 
Blanco melk 
Blanco melk + 8,48 ppb DDS 92 
6,42 ppb HADDS 91 
4,52 ppb DADDS 97 
Blanco melk + 169,6 ppb DDS 96 
128,4 ppb NADDS 93 
90,4 ppb DADDS 96 
Blanco melk + 424 ppb DDS 96 
321 ppb HADDS 100 
226 ppb DADDS 103 
Blanco melk + 848 ppb DDS 99 
642 ppb HADDS 101 
452 ppb DADDS 100 
Blanco melk + 1,696 ppm DDS 106 
1,284 ppm NADDS 102 
0,904 ppm DADDS 108 
Gem . r e c . DDS 97 , 8% s = 5,2 
NADDS 97 ,4% s = 5,0 
DADDS = 100,8% s = 4,9 
8580.8 
'' 1 
' 
'
1 I 11 
\• 
Bloedplasma 
Blanco plasma 
Blanco plasma + 8,48 ~g/ml DOS 
6,42 ~g/ml HADDS 
4,52 ~g/ml DADDS 
Blanco plasma+ 16,96 ~g/ml DDS 
12 ,8l1 ~g/ml HADDS 
9,04 ~g/ml DADDS 
Blanco plasma+ 33,92 ~g/ml DDS 
25,68 ~g/ml HADDS 
18,08 ~g/ml DADDS 
Gem. rec. DDS 98% 
8580.9 
MADDS = 96% 
DADDS = 92% 
s 6,2 
s 4,7 
s = 4,6 
Bijlage 6 
Recovery 
% 
91 
92 
88 
103 
101 
97 
100 
94 
91 
I• 
\ 
